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Synopsis 
 
  Biological membranes  are  complex  non‐covalent  assemblies  of  a  diverse 
variety  of  lipids  and  proteins  that  allow  cellular  compartmentalization.    The  cell 
membrane imparts identity to a cell and is proposed to be utmost requirement for 
a  living  organism.    The  cell  membrane  separates  the  inner  cellular  environment 
from extracellular space and plays crucial role in communication between cells and 
their  environments.    Membranes  are  selectively  permeable  and  various 
physiologically  important  reactions  such  as  transport,  signaling,  trafficking  and 
host‐pathogen interactions occur at the membrane.  Lipid and protein are two key 
components  of  the  membrane.    A  significant  portion  of  integral  proteins  is 
embedded  in  the  membrane.    Biophysical  properties  of  lipids  and  membranes 
could  therefore  influence  the  protein  function.    Lipid‐protein  interactions  in 
membranes are therefore of prime importance in assembly, stability, and function 
of membrane proteins.   Cholesterol and sphingolipids are  important  lipids  in this 
context  since  they  are  known  to  regulate  the  function  of  membrane  proteins. 
Cholesterol  and  sphingolipids  are  often  found  distributed  non‐randomly  in 
domains in biological and model membranes.  Many of these domains ሺsometimes 
termed  as  ‘lipid  rafts’ሻ  are  thought  to  be  important  for  the  maintenance  of 
membrane  structure  and  function,  although  characterizing  the  spatiotemporal 
resolution of these domains has proven to be challenging.  Specifically, cholesterol 
is known to play a vital role in the function of neuronal receptors, thereby affecting 
neurotransmission and giving rise to mood and anxiety disorders.   
 GPCRs  are  prototypical  members  of  the  family  of  seven  transmembrane 
domain proteins and  include ~1000 members which are encoded by ~5% of  the 
human  genes.    GPCRs  couple  to  heterotrimeric  G‐proteins  and  transmit  signals 
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across the plasma membrane via their interactions with heterotrimeric G‐proteins 
present  on  the  cytoplasmic  side  of  the  cell  membrane,  thereby  providing  a 
mechanism  of  communication  between  the  exterior  and  the  interior  of  the  cell.  
GPCRs  mediate  multiple  physiological  processes  such  as  neurotransmission, 
cellular metabolism,  secretion,  cellular  differentiation,  growth,  inflammatory  and 
immune  responses.    GPCRs  have  therefore  emerged  as  major  targets  for  the 
development  of  novel  drug  candidates  in  all  clinical  areas.    It  is  estimated  that 
~50%  of  all  clinically  prescribed  drugs  act  as  either  agonists  or  antagonists  of 
GPCRs which indicates their immense therapeutic potential.  
 The serotonin1A receptor is an important neurotransmitter receptor and is 
the most extensively studied of the serotonin receptors.  The serotonin1A receptor 
is  the  first  among  all  types  of  serotonin  receptors  to  be  cloned  as  an  intronless 
genomic  clone  ሺG‐21ሻ  of  the  human  genome  which  cross‐hybridized  with  a  full 
length  β‐adrenergic  receptor  probe  at  reduced  stringency.    Sequence  analysis  of 
this  genomic  clone  ሺlater  identified  as  the  serotonin1A  receptor  geneሻ  showed 
~48% amino acid similarity with the β2‐adrenergic receptor in the transmembrane 
domain.   The human gene  for the receptor encodes a protein of 422 amino acids.  
Serotonergic signaling plays a key role in the generation and modulation of various 
cognitive,  developmental  and  behavioral  functions.    The  serotonin1A  receptor 
agonists and antagonists have been shown to possess potential therapeutic effects 
in  anxiety‐  or  stress‐related  disorders.    The  serotonin1A  receptor  therefore  is 
involved in a multitude of physiological processes, and an important drug target. 
 Cholesterol  plays  a  fundamental  role  in  the  function  and  organization  of 
membrane  proteins  and  receptors.    The  effect  of  cholesterol  on  the  function  of 
integral  membrane  proteins  and  receptors  has  been  a  subject  of  intense 
investigation  ሺreviewed  in  chapter  1ሻ.    For  example,  it  has  been  proposed  that 
cholesterol  modulates  the  function  of  GPCRs  through  ሺiሻ  a  direct/specific 
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interaction  with  the  GPCR,  which  could  induce  a  conformational  change  in  the 
receptor, and/or ሺiiሻ an indirect way by altering the membrane physical properties 
in which the receptor is embedded.  The focus of the work presented in this thesis 
is to understand the specificity of lipid‐protein interactions that could modulate the 
function  of  membrane  proteins.    In  this  regard,  the  function  of  the  serotonin1A 
receptor  has  been  monitored  upon  modulation  of  membrane  lipids  such  as 
cholesterol and sphingolipids.    In addition, membrane organization and dynamics 
have been explored upon modulating membrane cholesterol and protein content.  
This synopsis provides a brief outline of these studies.  
 
Effects  of  cholesterol  and  its  immediate  biosynthetic  precursors  on  the  ligand 
binding function of the hippocampal serotonin1A receptor: Implications in SLOS and 
desmosterolosis 
 
  Our  laboratory  has  previously  shown  the  necessity  of  membrane 
cholesterol  for  ligand  binding  function  of  the  hippocampal  serotonin1A  receptor.  
Cholesterol  is a unique molecule  in  terms of high  level of  in‐built  stringency,  fine 
tuned  by  natural  evolution  for  its  ability  to  optimize  physical  properties  of 
eukaryotic cell membranes in relation to biological functions ሺreviewed in chapter 
1ሻ.   In order to test the stringency of cholesterol requirement for ligand binding to 
serotonin1A  receptors,  cholesterol  was  depleted  from  hippocampal  membranes 
followed by replenishment with 7‐dehydrocholesterol ሺchapter 2ሻ or desmosterol 
ሺchapter 3ሻ.  Desmosterol and 7‐dehydrocholesterol are the immediate precursors 
of  cholesterol  in  the  Bloch  and  Kandutsch‐Russell  pathway  of  cholesterol 
biosynthesis.  Desmosterol and 7‐dehydrocholesterol are positional isomers which 
carry  an  extra  double  bond  at  24th  and  7th  position,  respectively.    Results  thus 
obtained show that replenishment with desmosterol or 7‐dehydrocholesterol does 
not restore ligand binding function of the hippocampal serotonin1A receptor.   This 
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is  despite  of  similar  membrane  organization  ሺorderሻ  in  sterol‐replenished 
membranes,  as  monitored  by  fluorescence  anisotropy  measurements.      The 
requirement  for  restoration  of  ligand  binding  therefore  appears  to  be  more 
stringent  than  that  for  the  recovery  of  overall  membrane  order.    These  novel 
results have potential  implications  in understanding the  interaction of membrane 
lipids with this  important neuronal receptor under pathogenic conditions such as 
SLOS and desmosterolosis. 
 
Desmosterol  replaces  cholesterol  for  ligand  binding  function  of  the  serotonin1A 
receptor in solubilized hippocampal membranes 
 
  Solubilization  of  the  hippocampal  serotonin1A  receptor  by  CHAPS  is 
accompanied  by  loss  of  cholesterol  that  results  in  a  reduction  in  specific  agonist 
binding function.  Replenishment of cholesterol to solubilized membranes restores 
membrane cholesterol content and significantly recovers specific agonist binding.  
Since lipid‐protein interactions can be suitably monitored with purified membrane 
protein. Stringency of cholesterol requirement for receptor function was tested by 
replenishing solubilized membranes with desmosterol ሺas described in chapter 4ሻ.  
Solubilized  membranes  represent  serotonin1A  receptor  in  relatively  purified 
ሺenrichedሻ  form  after  loss  of  other  proteins  and  lipids.    Desmosterol  is  the 
immediate  biosynthetic  precursor  of  cholesterol  in  the  Bloch  pathway  differing 
only  in  an  extra  double  bond  at  the  24th  position.    These  results  show  that 
replenishment with desmosterol restores ligand binding of serotonin1A receptors in 
solubilized  membranes.    This  is  consistent  with  earlier  results  showing  that 
desmosterol  can  replace  cholesterol  in  a  large  number  of  cases.   However,  these 
results  appear  to  be  contradictory  to  earlier  findings,  performed  by  sterol 
manipulation  utilizing  methyl‐β‐cyclodextrin  ሺchapter  3ሻ,  where  replacement  of 
cholesterol  with  desmosterol  does  not  restore  specific  ligand  binding  of  the 
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hippocampal  serotonin1A  receptor.    The  possible  molecular  mechanism  of  these 
differences has been discussed  in  terms of nonannular  lipid binding  sites  around 
the receptor. 
 
Organization  and  dynamics  of  hippocampal  membranes  in  a  depth‐dependent 
manner by electron spin resonance spectroscopy 
 
  Organization  and  dynamics  of  neuronal  membranes  represent  crucial 
determinants  for  the  function  of  neuronal  receptors  and  signal  transduction.  
Previous work from our  laboratory has established hippocampal membranes as a 
convenient  natural  source  for  studying  neuronal  receptors.    In  chapter  5, 
organization  and  dynamics  of  hippocampal membranes  and  their modulation  by 
cholesterol  and  protein  content  is  monitored  utilizing  location  ሺdepthሻ‐specific 
spin‐labeled phospholipids by ESR spectroscopy.  The choice of ESR spectroscopy is 
appropriate  due  to  slow  diffusion  encountered  in  crowded  environments  of 
neuronal membranes.  Based on nonlinear least squares analysis of ESR spectra, it 
is observed that cholesterol increases hippocampal membrane order.  On the other 
hand,  membrane  proteins  were  found  to  increase  lipid  dynamics  resulting  in 
disordered membranes.   These results are relevant  in understanding the complex 
organization  and  dynamics  of  hippocampal  membranes  and  could  have 
implications  in  neuronal  diseases  characterized  by  defective  cholesterol 
metabolism such as SLOS and desmosterolosis.  
 
Sphingomyelin headgroup is necessary for the serotonin1A receptor function 
   
  Sphingolipids  are  essential  and  indispensable  components  of  eukaryotic 
cell  membranes  and  constitute  10‐20%  of  the  total  membrane  lipids.  
Sphingomyelin is the most abundant sphingolipid and comprises up to 25% of the 
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total lipids of neuronal tissues ሺreviewed in chapter 1ሻ.  In chapter 6, ligand binding 
function  of  the  serotonin1A  receptor  is  examined  upon  hydrolyzing  the 
phosphocholine  headgroup  of  sphingomyelin  using  sphingomyelinase.    The 
serotonin1A  receptor  is  a  seven  transmembrane  G‐protein  coupled  receptor  and 
involved  in  the  generation  and  modulation  of  various  cognitive,  behavioral  and 
developmental  functions.   These results  show  that  the  specific  agonist binding  to 
serotonin1A  receptors  exhibits  ~43%  reduction  upon  ~70%  hydrolysis  of 
sphingomyelin.    Interestingly,  overall  membrane  order  does  not  display  any 
significant  change  upon  phosphocholine  headgroup  hydrolysis.    These  results 
therefore indicate that sphingomyelin headgroup is neccessary for function of the 
serotonin1A  receptor.  Removal  of  phosphocholine  headgroup  inhibits  the 
serotonin1A  receptor  ligand  binding  function,  probably  by  abolishing 
sphingomyelin‐receptor  interactions.    The  ligand  binding  function  of  the 
serotonin1A  receptor  therefore  is  a  sphingomyelin  headgroup  dependent 
phenomenon which cannot be attributed to change in the membrane order.  In light 
of  the  effect  of  sphingomyelin  metabolic  depletion  on  the  serotonin1A  receptor 
function, these results further refine the specific  importance of sphingomyelin for 
the serotonin1A receptor function.  Results obtained here are relevant in the overall 
context of the influence of the membrane lipid environment on the function of the 
serotonin1A  receptor  in  particular,  and  other  G‐protein  coupled  receptors  in 
general. 
 
Metabolic  depletion  of  glycosphingolipid  impairs  the  human  serotonin1A  receptor 
function 
 
  Glycosphingolipids are essential components of eukaryotic cell membranes 
and  are  involved  in  the  regulation  of  cell  growth,  differentiation,  and  neoplastic 
transformation.    In  this  work,  glycosphingolipid  levels  in  CHO  cells  stably 
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expressing  the  human  serotonin1A  receptor  were  modulated  by  inhibiting  the 
activity  of  glucosylceramide  synthase  using  PDMP,  a  commonly  used  inhibitor  of 
the  enzyme.    Serotonin1A  receptors  belong  to  the  family  of  G‐protein  coupled 
receptors and are implicated in the generation and modulation of various cognitive, 
behavioral  and  developmental  functions.    Functions  of  the  serotonin1A  receptor 
were  monitored  under  glycosphingolipid‐depleted  condition  by  analyzing  ligand 
binding and G‐protein  coupling of  the  receptor  in  chapter 7.   These  results  show 
that ligand binding of the receptor is impaired under these conditions although the 
efficiency of G‐protein coupling remains unaltered.  The expression of the receptor 
at the cell membrane appears to be reduced.  Interestingly, these results show that 
the effect of glycosphingolipids on ligand binding caused by metabolic depletion of 
these lipids is reversible.  These novel results demonstrate that glycosphingolipids 
are necessary for the function of the serotonin1A receptor.  Possible mechanisms of 
specific  interaction  of  glycosphingolipids  with  the  serotonin1A  receptor  was 
discussed that could involve the proposed ‘sphingolipid binding domain’. 
  In Chapter 8, we have concluded the findings of chapters 2‐7 and discussed 
the future directions that could enhance understanding of lipid‐protein interactions 
in  the  function  of  the  serotonin1A  receptor,  in  particular  and  other  GPCRs  and 
membrane proteins in general. 
 
 
 
 
 
 
 
